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(57)Abrege 

L'invention conceme un procede d'amplification du signal d'emission d'un compose luminescent dans un dosage par lumi- 
nescence, ainsi que son utilisation dans un procede de detection et/ou de detennination par luminescence d'un analyte dans un 
miheu susceptible de le contenir. j *« 
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Precede d' amplifica tion du signal- d'emission d'un- compose 
luminescent. • 



L 'invention a pour objet un precede d* amplification du 
signal d'emission d'un composi luminescent - 

Elle a egalement pour objet un procede de detection et/ou 
de determination par luminescence d'un analyte dans un milieu le 
contenant. mettant en oeuvre ce procede d 'amplification du signal 
d'emission d'un compose luminescent . 

L' utilisation de dosages immunologiques pour 1' analyse 
qualitative et quantitative de composes dans des fluides 
biologiques est a I'heure actuelle largement repandue. 

Parmi les techniques existantes . les dosages par 
fluorimetrie ont pris une importance croissante. 

En effet, ils presentent un certain nombre d'avantages 
parmi lesquels la sensibilite, la rapidite de la mesure, la 
stabilite et I'inocuite des reactifs marques par des composes 
fluorescents et le coOt relativement reduit. 

II est connu que les methodes de detection utilisant la 
fluorescence sont intrinsequement tres sensibles et oourraient 
permettre des limites de detection inferieures a celles arteintes 
par des dosages immunologiques utilisant des reactifs radiomarques , 
en particulier par 1' utilisation de sources lumineuses modulables 
laser (I. Wieder, Immunofluorescence and related staining 
techniques. 1978, Elsevier). 

Cependant la sensibilite de la technique deoend de 
nombreux parametres. 

II ressort de I'art anterieur que la molecule 
fluorescente choisie comme traceur doit posseder les proprietes 
suivantes : 

elle doir posseder une fonction chimique permertani: un couplage 
avec la molecule bioloqique sans la denaturer ni modifier ses 
oroorieres immunologiques ; 
- le coefficient d 'absorption molaire de la molecule fluorescente 
doit etre le olus eleve oossible ; 
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- le rendement quantique. de fluorescence doit etre le plus eleve 
possible ; 

- le deplacement de Stokes doit etre le plus important possible ; 

- la longueur d'onde d' emission doit etre si possible superieure a 
05 500 nm ; 

- elle doit etre soluble dans l*eau ou les solutions tampon. 

Ces conditions sont precisees par exemple dans 1' article 
de E. SOINI et al, Clin. Chem, 353 (1979) ou dans I, HEMMILLA. 
Clin. Cherii. 31/3, 359 (1985). 

10 Dans le domaine des dosages immunofluorescents et en 

particulier des dosages immunologiques homogenes, l*une des 
conditions necessairesa I'obtention d'un dosage a haute sensibilite 
est 1* utilisation d'un marqueur fluorescent possedant un rendement 
quantique elev6, stable % faible dilution dans le milieu de mesure, 

15 Par "dosage imraunologique homogfene", on entend un dosage 

dans lequel ie signal de la molecule traceur est modifie lors de 
la liaison eintre le ligand et le recepteur ou entre 2 ligands et 
le recepteur Cl'M" ou 1' autre §tant la molecule que I'on cherche 
a doser) , ce qui evite de devoir separer les molecules marquees 

20 restant libres dans le milieu de mesure de celles qui sont liees, 

„ a vant d '.effect uer la mesure,. , „ „ 

Dans le cas des dosages immunologiques homogenes par 
fluorescence utilisant le transfert d*§nergie, la condition du 
rendement quantique eleve du donneur est d'autant plus importante 

25 qu'il determine egalement I'.efficacite de transfert et par 
consequent la quantite de lumiere emise par 1 ' accepteur , que I'on 
mesure (Ullman et al. Clinical Lab. Techniques for the 1980* s, 
1980, 13-43, A.R. Liss Ed.). 

Ces criteres de selection du traceur luminescent 

30 s'appliquent de la meme maniere pour des dosages utilisant des 
molecules phosohorescentes . 

La. sensibility de la mesure est eqalement fortement 
affect^e par le "bruit de fond" constitue par l'6mission des autres 
molecules presentes dans 1 'echantillon a tester, susceotibles 

35 d'etre excitees en meme temps que le traceur luminescent et 
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d'emettre a la longueur d*onde de mesure. 

Ce probleme se pose de maniere particulierement aigiie 
dans le cas de dosages en milieu serique dans lequel de nombreuses 
molecules (proteines, etc..) sont susceptibles d'interferer dans la 
05 mesure . 

Dans le cas des dosages immunofluorescents , les methodes 
de mesure de fluorescence en temps resolu permettent de remedier 
partiellement a cet inconvenient. Le principe de ces methodes est 
d* effectuer la mesure de la fluorescence ^rnise par une molecule 

10 traceur ayant une duree de vie d' Emission relativement longue, la 
mesure etant retardee dans le temps au-dela de la duree de vie 
d' emission des autres molecules presentes. 

II est dans ce cas necessaire >d'utiliser des molecules 
fluorescentes traceurs h duree de vie relativement longue telles 

15 que les chelates de terre rare. 

Cette technique peut en particulier etre utilises dans le 
* cas de dosages immunologiques homogenes par fluorescence utilisant 
un transfert d'energie. 

Le brevet US 4 822 733 decrit un precede homogene de 

20 detection d'un analyte dans un echantillon, mettant en oeuvre un 
recepteur et un analyte marques par des molecules fluorescentes 
ayant des durees de vie differentes. La mesure de la fluorescence 
resultant du transfert d'energie est effectuee a un temps 
superieur a la duree de vie d' emission de la molecule ayant la 

25 plus courte duree de vie. 

Neanmoins, la mesure de fluorescence en temps resolu ne 
permet pas a elle seule de resoudre un des problemes imoortants 
poses par les dosages immunofluorescents homogenes utilisant le 
transfert d'energie qui est 1 'existence d'un signal residuel du 

30 traceur portant la molecule fluorescente donneur lors de la 
mesure a la longueur d'onde de fluorescence de I'acceoteur 
(Morrison. Anal Biochem 174 , 119. 1988). Ce phenomene est encore 
olus imoortant lorsque I'on opere avec des forts exces de traceur 
comme dans le cas des techniques sandwich ou lorsque I'on ooere 

35 par comoetition et que I'antigene marque n'est pas pur. 
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Ce probleme important qui limite la sensibilite a 6t6 
evoqu6 par Ullman et al. (Clinical Lab. Techniques for the 1980 's, 
1980, 13-43, A.R. Liss Ed.) qui propose 1 'utilisation d'un 
anticprps ariti-traceur pour inhiber le traceur libre en solution. 

05 Ce phenomene est encore aggrave Ibrsque la duree de vie 

du donneur est longue comparee a cells mesuree sur I'acceoteur. 

De maniere inattendue, on a maintenant trouve qu'en 
mettant en oeuvre, en tant que compose luminescent donneur des 
molecules . ayant. un rendement quantique global faible, et done 

10 etant selon I'art anterieur inadequates pour une utilisation dans 
un dosage, notamment un dosage immunologique par luminescence , 
il etait possible en particulier de resoudre le probleme du signal 
residuel du traceur fluorescent sans nuire a I'efficacite du 
transfert, et par consequent d*augmenter la sensibilite du dosage. 

15 En effet, on a observe qu'en utilisant des composes, 

accepteurs a des concentrations comparables a celles indiquees 
dans la litterature pour une utilisation avec un compose donneur a 
. rendement quantique eleve, il etait possible d*obtenir, avec un 
compose donneur ayant un rendement quantique global faible, une 

20 efficacite de transfert elevee et on a constate que I'intensite 
du signal mesure sur I'accepteur etait superieure a celle du 
signal mesure sur le compose donneur seul. Cette constatation 
permet d'effectuer une mesure precise et sensible avec un compose 
donneur ayant un rendement quantique global faible, ceci etant 

25 surprenant compte tehu de I'analyse de l*art anterieur. 

II s'agit done d'une methode d ' amplification du signal 
d' emission d'un compose luminescent donneur. De maniere 
avantageuse, cette amplification sera d'autant plus significative 
que le rendement quantique global du compose luminescent donneur 

30 sera faible. 

Une des hypotheses permettant d'expliquer le mecanisme 
de ce phenomene est de relier 1' efficacite de transfert importante 
observee en utilisant un compose luminescent donneur ay.nt un 
rendement quantique global faible, au seul rendement 

35 de desactivation radiative du niveau emissif du donneur et non h 
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son rendement quantique global comme enseigne dans I'art 
anterieur. 

Dans le cas des cryptates et des chelates de terre rare 
utilises comme traceurs fluorescents , on peut representer les 
mecanismes photophysiques entre 1 'absorption et 1» emission de la 
lumiere a I'int^rieur des terres rares de la maniere suivante 
comme indique par exemple dans N. Sabbatini et al., dans 
Supramolecular Biochemistry, 1987, p. 187-206, Reidel Dordrecht, 
Ed.V. Balzani. 



D niveau emissif 



-F niveau fondamental 
oonneur . terre rare 

L'enerqie d 'excitation sert a peupler le niveau SI qui 
par transition inter-systeme peuple le triplet. Le triplet 
transfere son energie sur le niveau emissif de la terre rare qui se 
desactive radiativement ou non. Le rendement global de fluorescence 
est le produit des rendements de ces differentes etapes : 
(jjT (|l "x ^2 X ^3 ' ' ~ ~ " ~"' 

La derniere etape est la desactivation du niveau emissif 
de la terre rare. Elle recouvre des desactivations de differentes 
natures qui s'effectuent a differentes vitesses. 



30 



niveau emissif 



niveau fondamental 



35 



Le rendement de desactivation radiative du niveau emissif 
de la terre rare s'exprime oar la formule 
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dans laquelle . 



05 ko est la vitesse de desactivation radiative et k^^ est la somme 
des vitesses de desactivation non radiatives. La somme de ces 2 
vitesses de desactivation s'exprime par kp. 

Dans le cas d'un transfert d'energie entre un donneur et 
accepteur, I'efficacite de transfert s'exprime par : 



un 



10 E = 



De maniere generale, il est considere dans l*art 
ant§rieur que la vitesse de transfert kj depend du rendement 
quantique global |) T- Ceci est, par exemple, indique dans D. 
15 Thomas et al. PmS, 1978, 75, 5746 - 5750, par la relation 

k^ = ko ^p^y laquelle 



- " - - -"r est la "distance entre- le donneur et l* accepteur r — 

- R est la distance donneur-accepteur a laquelle I'efficacite de 
o 

transfert est de 50 %, 

20 et R est fonction de Q , qui represente le rendement quantique 
o o 

global. 

Dans le cas des molecules traceurs phosphorescentes . les 
mecanismes de desactivation sont analogues mais la desactivation 
radiative a lieu a partir du niveau triplet, 

25 Les composes luminescents accepteurs que I'on peut 

utiliser pour obtenir 1 ' amplification des signaux d' Emission des 
composes luminescents donneurs sont choisis en fonction de ces 
derniers et plus precissmsnt en fonction de leur rendement de 
desactivation radiative de leur niveau emissif, 

3Q En effet, on a trouve que 1 ' amplification du signal 

d ' emission du compose donneur a lieu lorsque la relation 
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dans laquelle : 

- E est I'efficacite de transfert, 

- (j)^ est le rendement quantique du compose accept eur, 

05 - (j}^ est le rendement de cfesactivation radiative du niveau 
emissif, 
est remplie. 

On peut exprimer ces variables par les formules 

suivantes: 

10 

E = 



15 



f3 



k. 



k^ = kp J R"^ X 

20 dans lesquelles : 

^* '^T' '^R .^^ '^-D- . significations donnees plus haut, 
- J represents I'integrale de recouvrement des spectres, 

R represente la distance donneur-acceoteur dans I'essai 
considere , 

25 

-4 23 

et k = n X 5,87 X 10 , n etant I'indice de refraction du 
milieu, lorsque R est exprime en A et J en cm*' M"-^. 
E peut done etre exprime par la relation 

1 

30 E = 

1 

(jl3 R"°KJ 



la relation E <|);;>^3 peut etre exorimee par 

35 
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05 



IT 

que I'on peut egalement exprimer par 

1^1 



5^ -ou encore - -> 



La relation {)^ - 1J3 >■ " " 

10 5,87 . 10"^^ X n'^ X J 

regit done le choix du compose accepteur en fonction du compose 
donneur car les valeurs . ^3 et J sont caracteristiques du 
couple accepteur/ donneur. 

L'int^grale de recouvrement des spectres J est calciilee 
15 comme indique dans Conrad et al, Biochemistry. 1968, 1_, lll-lBl , 

Le rendement de desactivation radiative du niveau 
emissif est calcule de maniere connue dans la litterature, 

comme decrit par exemple dansN.Sabbatini et al, dans 
Supramolecular Biochemistry, 1987, p. 187-206, Reidel Dordrecht, 
20 Ed. V. Balzani. 

L 'invention a done pour objet un precede d * amplification 
du signal d' emission d'un compose luminescent utilise comme 
compose donneur dans un dosage par luminescence, dans iequel on 
met en oeuvre egalement un compose luminescent acceoteur. 
25 caract^ris4 .en ce que le compose luminescent donneur possede un 
rendement quantique global faible et en ce que le rendement 
quantique de- desactivation radiative du niveau emissif du donneur 
est infirieyr au rendement quantique de 1' accepteur. 

En tant que compost luminescent donneur mis en oeuvre 
30 dans un dosage par luminescence, on utilisera avantageusement des 
comooses a longue duree de vie tels que des chelates ou des 
cryptates de terre rare fluorescents pu encore des molecules 
phosohorescentes - 

Dans un aspect prefere, 1* invention a pour objet un 
35 precede d' amplification du signal d" Emission d'un cryptate 00 d'un 
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chelate de terre rare utilise comme compose luminescent donneur 
dans un dosage par luminescence, dans lequel on met en oeuvre 
egalement un compose luminescent accepteur, caracterise en ce que 
le cryptate ou le chelate de terre rare possede un rendement 
05 quantique global faible et e*n ce que le rendement quantique de 
desactivation radiative du niveau emissif de la terre rare est 
inferieur au rendement quantique de 1' accepteur. 

Un autre aspect de 1* invention concerne un precede 
homogene de detection et/ ou de determination par luminescence 
d*un analyte dans un milieu susceptible de le contenir. par mise 
en evidence du produit de la reaction entre 1* analyte et au moins 
un recepteur correspondant , consistant : 

1) a a j outer audit milieu un premier reactif constitue d'au moins 
un recepteur dudit analyte, 

15 2) a a j outer un second reactif choisi parmi 1' analyte ou au moins 
I'un de ses recepteurs, I'un des deux reactif s etant couple 
avec un compose luminescent donneur constitue par un cryptate 
ou un chelate de terre rare et 1' autre reactif etant couple 
avec un compose luminescent accepteur, I'ordre d'ajout des 

20 reactif s pouvant etre inverse, et, apres excitation du melange 

par une source de lumiere a la longueur d*onde d' excitation du 
compose luminescent donneur, 
3) a mesurer le signal d" emission du compose luminescent 
accepteur, 

dans lequel le cryptate ou le chelate de terre rare utilise comme 
compose donneur possede un rendement quantique global faible et un 
rendement de desactivation du niveau emissif de la terre rare 
inferieur au rendement quantique de 1* accepteur. 

Dans la presents description on definit par : 

- "analyte" toute substance ou groupe de substances analogues a 
detecter et/ou determiner ; 

- "recepteur" toute substance capable de se fixer specifiquement 
sur un site dudit analyte ; 

- "compose luminescent" toute substance qui, excitee a une longueur 
35 d'onde donnee, est capable d'emettre de la lumiere. 



25 



30 



wo 92/01225 PCr/FR91/00567 



Dans un aspect prefere, le procede homogene de detection 
et/ou de determination d'un analyte dans un milieu susceptible de 
le contenir selon 1 'invention est una methode par exces consistent; 

1) h ajouter, audit milieu contenant 1' analyte recherche, un 
05 premier riactif constitue par au moins un recepteur dudit 

analyte, couple avec un compose luminescent donneur constitue 
par un cryptate pu un chelate de terre rare, 

2) a ajouter un second reactif constitue par un ou plusieurs autres 
recepteurs jdudit analyte, ledit second reactif etant coup-le avec 

10 un compose luminescent accepteur, 

3) a faire incuber ledit milieu apres cheque addition de reactifs 
ou apres 1' addition des deux reactifs, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d' excitation 
du compose luminescent donneur 

15 5) a mesurer le signal emis par le compose luminescent accepteur. 

Dans un aspect prefere , on utilisera dans la methode par 
exces ci-dessus .un seul recepteur de 1* analyte qui est couple soit 
avec.. le compose luminescent donneur, soit avec le compose 
luminescent accepteur - 
20 D^ns un autre aspect, ce procede est une methode par 

_ competition , consistent : 

1) a ajouter, audit milieu contenant 1' analyte recherche, un 
premier reactif constitu6 par un recepteur dudit analyte, couple 
avec un compose luminescent donneur constitue par un cryptate ou 

25 un chelate de terre rare. 

2) a ajouter un second reactif constitue de 1' analyte couple avec 
un compose luminescent accepteur, 

3) a faire incuber ledit milieu apres cheque addition de reactifs 
ou apres 1' addition des deux reactifs, 

30 4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d'excitation 
du compose luminescent donneur, 
5) a mesurer le signal emis par le compose luminescent accepteur . 

Le precede homogene de detection et/ou de determination 
d'un analyte selon 1 'invention peut 6galement s'appliquer a une 
35 methode par competition consistent : 
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1) a ajouter, audit milieu contenant I'analyte recherche, un 
premier reactif constitue par un recepteur dudit analyte, ledit 
recepteur etant couple avec un compose luminescent accepteur, 

2) a ajouter, un second reactif constitue de 1* analyte couple 
05 avec un compose luminescent donneur constitue par un cryptate 

ou un chelate de terre rare, 

3) a faire incuber ledit milieu soit apres 1' addition de chaque 
reactif. soit apres 1 'addition des deux reactif s, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d' excitation 
10 du compose luminescent donneur, 

5) a mesurer le signal emis par le compose luminescent accepteur . 

Dans un aspect avantageux, le premier reactif et le 
second reactif utilises dans les precedes de detection et/ou de 
determination d'un analyte indiques ci-dessus sont ajoutes 
15 simultanement au milieu contenant I'analyte recherche. 

En tant que compose luminescent donneur, on utilisera 
avantageusement des chelates ou des cryptates de terbium, 
europium, dysprosium, samarium ou neodymium. On utilisera de 
preference un chelate ou un cryptate de terbium ou d* europium. 
20 Dans un aspect avantageux, les cryptates de terre rare 

pouvant etre mis en oeuvre dans les precedes selon 1 'invention 
" sont decrits dans la demande EP 180 492". ' Ces composes sont 
constitu^s d'au moins un sel de terre rare complexe par un compose 
macropolycyclique de formule generale 




dans laquelle Z est un atome ayant trois ou quatre valences, tel 
que 1' azote, le carbone ou le phosohore, R est rien ou represente 
I'hydrogene. le grouoe hydroxy, un groupe amino ou un radical 
hyorocaroone. les radicaux bivalents ® . (b) et (C) sont 
indeoenoamment I'un de 1 'autre des chaines hydrocarbonees qui 
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contiennent eventuellement un ou plusieurs heteroatomes et sont 
eventuellement interrompues par un heteromacrocycle, au moins I'un 
des radicauk (a) . (§) ou (C) comportant de plus au moins un 
motif moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif 
05 moleculaire, ledit raotif moleculaire possedant una energie de 
triplet superieure h celle du niveau emissif de I'ion de terre rare 
complexe. 

Des motifs mol^culaires particulierement preferes aux 
fins de I'invention sont la phenanthroline , 1 • anthracene , le 
10 benzene, le naphtalene, les bi- et ter-phenyle, les bipyridines, 
les biquinoleines, notamment les bi-isoquinoleines , par example la 
2,2'-bipyridine. 1 •azobenzene, 1 ' azopyridine , la pyridine ou la 
2,2' -bi-isoquinqleine . 

A titre d'exemples de radicaux (a) , (b) et (C) 
15 comportant un motif donneur d' energie, on peut citer notamment les 
chaines ci-apres : 



^6^4 ' ^2 ' ^2^4 " 



" *^2^4 " ^1 ■ ^^2 



20 X-j^ et X2 pouvant etre identiques ou differents designent I'oxygene, 
1' azote Ou le soufre ; 



25 




30 
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X etant I'oxygene ou I'hydrogene. 

Des composes decrits dans la demande EP 0 180 492 
utilises de preference dans le procide de 1' invention sont le 
cryptate de terbium Tb trisbipyridine et le cryptate d' europium 

05 Eu trisbipyridine . 

D'autres cryptates de terre rare utilisables dans le 
precede de 1 'invention sont decrits dans la demande EP 
321 353. lis sont constitues d'au moins un sel de terre rare 
complexe par un compose macropolycy clique repondant a I'une des 

10 formules I ou II ci-apres : 





20 - Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitue par un 
radical organique bivalent, choisi parmi les grpupes alkylene 
lineaires ou ramifies en a C20, contenant eventuellement une ou 
plusieurs doubles liaisons et/ou 6tant eventuellement interrompus 
par un ou plusieurs heteroatomes , tels que I'oxygene, I'azote, le 

25 soufre ou le pho$phore, parmi les groupes cydoalkylene en C^-Cg ou 
parmi les groupes arylene en Cg a C^^, lesdits groupes alkylene, 
cydoalkylene ou arylene etant eventuellement substitues par des 
groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se lier de fagon 
30 covalente avec une substance biologique ; 

- R est un groupe methyle ou represente le groupe -Y-Z ; 

- R* est I'hydrogene ou un groupe -COOR" dans lequel R" est un 
groupe alkyle en a C^q et represente de preference le groupe 
methyle, ethyle ou tertiobutyle ou bien R' est un groupe 

35 -CO-NH-Y-Z.; 
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A titre d'exemples de groupes fonctionnels appropries, on 
peut citer notamment les groupes amino, thio, cyano, isocyano, 
isothiocyano, thiocyano, carboxyle, hydroxyle, maleimido, 
succinimido, mercapto, phenol, imidazole, aldehyde, epoxyde, 
halogenure, thionyle. sulfonyle, nitrobenzoyle , carbonyle, triazo, 
anhydride, halogenoacetate , hydrazine, acridine etc. 

Les groupes particulierement preferes sont les groupes 
amino , thio et carboxy jqui doivent etre actives avant le couplage 
covalent avec la substance biologique ainsi que les groupes 
maleimido, succinimido et isothiocyanate , lesquels peuvent se lier 
directement avec la substance biologique. 

Des composes decrits dans la demande E? 321 353 
avantageusement utilises dans les procedes de 1' invention sont le 
cryptate d* europium Eu trisbipyridine diamine et le cryptate de 
terbium Tb trisbipyridine diamine. 

Les cryptates de terre rare decrits ci-dessus presentent 
de plus I'avantage d* avoir une longue duree de vie de I'ordre de 
plusieurs dizaines de /ts, ce qui permet d'une part d'utiliser la 
technique de la mesure en temps resolu et ainsi de neutraliser les 
emissions parasites et, d' autre part, d'utiliser pour la mesure un 
materiel classique. 

On peut egalement utiliser comme composes luminescents 
donneurs des composes phosphorescents tels que I'eosine ou 
1 * erythrosine . 

Les composes luminescents accepteurs utilises dans les 
procedes de 1' invention sont choisis en fonction des composes 
donneurs comme indique plus haut. 

Lorsque le compose luminescent donneur est un cryptate 
d' europium fluorescent, on utilisera avantageusement un compose 
fluorescent accepteur choisi parmi 1 'allophycocyanine, 
I'alloohycocyanine B, la C phycocyanine • ou la R phycocyanine . 

Dans le cas de 1 'utilisarion d'un cryptate de terbium 
comme comoose donneur, on utilisera avantageusement un compose 
fluorescent accepteur choisi parmi les rhodamines, la thionine, la 
R Dhycocyanine, la phycoerythrocyanine , la C phycoerythrine , la B 
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phycoerythripe ou la R phycoerythrine. 

On peut egalement: utiliser comme compose luminescent 
donneur uh compose phosphorescent tel que l*eosine ou 
1 ' erythrosine . Dans ce cas on utillsera avantageusement un compose 

05 fluorescent . accepteur choisi parmi les chlorophylles telles que 
celles cities dans les demandes EP 71 991 et EP 314 406, ou les 
porphyrines telles que citees dans la demande EP 71 991 ou encore 
les phtalocyanines telles que celles de la demande PCT/WG 88 04777. 

O^ns le cas d'un dosage en milieu liquide utilisant des 

10 composes donneur s phosphbrescerits , la lecture sera effectuee soit 
sur un support solide, salt en ajoutant au milieu de mesure des 
molecules capteurs d'oxygene, ces techniques etant connues de 
1 ' homme du metier . 

Les chlorophylles et les phtalocyanines peuvent 

15 egalement etre utilisees comme composes accepteur s fluorescents en 
utilisant comme compose donneur un crypt ate ou un chelate 
d' europium. 

Comme source de lumiere permettant 1* excitation du 

compose luminescent donneur, on utilisera avantageusement une' 
20 source de lumiesre modulable telle que celles decrites dans 

Lakowicz, Principles of fluorescent spectroscopy,' Plenum. Press, 

New-York, 1983, p. 96-100. 

Le precede d ' amplification de 1' invention trouve en 

particulier . une application importante dans les dosages 
25 immunologiques par fluorescence, 'aussi bien dans les methodes de 

dosage dites par competition que par exces, en phase homogene ou 

heterogene,. decrits dans I'art anterieur (Landon, Ann. Clin. 

„Biochem, ■ 1981, 18. 253 et. E. SOINI et al, Clin, Chem. 1979. 25, 

353) . . . . - 

30 Efi particulier, le precede d 'amplification de 

1' invention peut etre avantageusement utilise dans les dosages 
immunologiques en milieu serique necessitant une haute 
sensibilite, celle-ci etant habituellement affectee par un 
important bruit de fond. 

35 
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En effet, le precede d • amplification de I'irrvention 
permet d'utiliser des traceurs ayant un rendement quantique global 
faible et dont le signal residual est done egalement plus faible. 

L'invention sera mieux comprise a I'aide des exemples 
ci-apres qui ne presentent aucun caractfere limitatif . 



EXEMPLE-1-: 



Deux series d'essais d 'amplification dynamique ont ete 
r^alisees en utilisant en tant que compose donneur un cryptate 
d- Europium Eu trisbipyridine (Eu TBP) prepare comme decrit dans 
la demande EP 180 492 (exemple 5) et comme compose accepteur 
I'allophycocyaninednterchim, France) et d'autre part en utilisant 
comme compose donneur un cryptate de terbium Tb trisbipyridine (Tb 
TBP) prepare de raaniere analogue a Eu trisbipyridine et comme 
compose accepteur la rhodamine B (Fluka. Suisse) ou la B 
phycoerythrine (Sigma. USA). 

^ Le compose donneur est utilise a una concentration de 

10 M/1 dans differents tampons : 

- tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 

- tampon Tris 0,1 M pH 8 

- tampon Tris HCl 0,1 M pH-7,1 

ces tampons contenant egalement de la serum albumine humaine a 1 
g/1, en presence de differentes concentrations de compose 
accepteur. La fluorescence peut Stre mesuree en temps resolu au 
25 moyen d*un fluorimetre ARCUS (LKB, Suede) en utilisant un filtre 
interferentiel adapt e a 1' emission du compose accepteur. 

Pour effectuer la mesure de la fluorescence en temps 
resolu dans le present essai, on a utilise un fluorimetre a laser 
prototype, qui est decrit ci-apres : 

Un laser pulse a azote (LASER SCIENCE INC. , modele 
LS1-337ND) est utilise comme source d' excitation (longueur d'onde a 
337.1 nm). La duree des pulsations est specif iee a 3 nanoseconoes 
et est repetee sous une frequence de 10 Hertz. Le faisceau passe 
travers un filtre (CORNING) afin d'eliminer toute lumiere parasite 
35 a 1' excitation autre que 337 nm. 
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Apres etre rentre dans la chambre de mesure, le faisceau 
est reflechi par un f litre dichroique. place a 45 degres, qui a la 
propriete de refl6chir les ultraviolets et de pouvoir transmettre 
la lumiere visible, 

05 Le faisceau reflechi par le filtre dichroique est 

focalise sur le puits a mesurer d'une microplaque par une lentille 
en silice fondue/ L •emission de fluorescence est collectee selon un 
angle solide de 20 degres, collimatee par la meme lentille, et passe 
directement a travers le filtre dichroique (fluorescence en lumifere 

10 visible) . 

Un filtre interferentiel, de caracteristiques definies 
selon la longueur d'onde de fluorescence a detecter. permet de se 
debarrasser des lumieres pouvant parasiter le signal, dont 
1' intensity- est ensuite raesur§e par un photomultiplicateur 

15 (HAMAMATSU R2949) . 

Le compteur de photons utilise est un SR--400 (STANFORD 
RESEARCH SYSTEMS) . dont les operations et la synchronisation avec 
le laser sont contrdlees par un ordinateur de type IBM PC-AT via 
une sortie RS 232 . Les pulsations provenant du photomultiplicateur 

20 sont enregistrees pendant une fenetre de temps (t^) et apres un 
delai (t^) determines a condition qu'elles soient superieures a un 
niveau discriminant selectionne par le compteur de photons afin 
d'optimiser le rapport signal/bruit du photomultiplicateur. 

Une table X-Y, pilotee par I'IBM PC-AT, permet les 

25 differents positionnements de la microplaque de mesure par des 
moteurs pas a pas, incluant les manoeuvres de chargement. de 
positionnement sous le faisceau excitant, de lecture automatique en 
sequential des. 96 puits, et de sortie. 

-8 

30 A 200 ^1 d'une solution de Eu TBP ou Tb TBP a 2 10~ M 

dans le tampon de travail on ajoute soit 200 ju^ de tampon de 
travail soit 200 yul des solutions suivantes : 

Allophycocyanine a 1,24 10"^ M dans du tampon.de travail 
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Rhodamine B a 2 10'^ M. 1,6 10"^ M. 1,2 10"^ M dans du tampon Tris . 
HCl 0,1 M pH 7,1 

B phycoerythrine a 1,54 10'^ M et 9,6 10"^ M dans du tampon Tris 
05 HCl 0,1 M pH 7,1. 

Afin de determiner 1 'amplification , la fluorescence a §te 
mesuree dans un premier temps pour le compost donneur seul par 
mesure de la surface du pic emis a 620 nm, avec un filtre 
10 interferentiel de 80 % de transmission et de 20 nm de largeur a 
mi-hauteur pour Eu TBP et a 545 nm avec un filtre de 80 % de 
transmission et de 20 nm de largeur a mi-hauteur pour Tb TBP. 

Dans un second temps, la fluorescence du melange est 
determinee apres excitation a 307 nm et mesuree de la meme 
15 maniere mais a 670 nm pour le compose donneur en presence du 
compose accepteur (allophycocyanine) et a 580 nm (rhodamine, B 
phycoerythrine) . 

La lecture est effectuee a des delais de 0,1 et 0,05 ms. 
On mesure egalement la duree de vie des signaux 6mis. 



20 
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Les resultats sont les suivants 
1) Eu trisbipyridine dans un tampon phosphate 0.1 M pH 7,4 







s . 

ms 


signal 




signal 




05 


Allophycocyanine 


td = 0;i ms 


A 


td = 0,05 ms 


A 




0 


0,6 


40 


1 


43.5 


1 




6.2 . 10-6M . 


0.13 


52.5 


1.3 


77 


1.8 



2) Eu trisbipyridine dans un tampon Tris 0.1 M pH 8 





Allophycocyanine 


ms 


signal 
td = 0,1 ms 


A 


signal 
td = 0.05 ms 


A 




0 • 


0,34 


22.5 


1 




26 


1 


15 


6,2 . 10-6M 


0,1 


54 


2,4 




90 


3,5 




3) Tb trisbipyridine dans un tampon Tris 


HCl 0. 


1 M pH 7.1 






Rhodamine B 


ms 


signal 

td = 0,1 ms 


A 


signal 

td = 0,05 ms 


A 


20 


0 . . 


0,34 


31 


1 




36 


1 " 




10-5 M 


0.086 


106 


3.4 




190 


5.3. 




8.10-6 M 


0.095 


95 


3 




162 


4.5 




6.10-6 M . . 


0,il5 


85 


2,7 




132 




25 


4) ' Tb trisbipyridine dans un tampan Tris 


HCl 0, 


1 M pH 7,1 






B Phycoerythrine 


Z 

ms 


signal 
td = 0,1 ms 


A 


signal 
td : 0,05 ms 


A 






0,34 


31 


1 




36 


1 




7,7.10-7 M 


0.124 


142 


4,6 


214 


5.9 


30 


4.8.10-7 M 


0,174 


152 


4,9 


200 


5,5 



H = duree de vie du signal emis 
td = delai de lecture 
A = amolif ication . 
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Les resultats montrent que dans tous les cason obtient 
una amplification du signal amis par le compose accepteur par 
rapport a celui du compose donneur seul. Cette amplification varie 
de 1,8 a 5,9. 
05 EXEMPLE'2-: 

Un essai d* amplification dynamique a ete realise de la 
mime maniere que decrit dans I'exemple 1 en utilisant le cryptate 
d'europium Eu trisbipyridine- (prepare selon 1 'example 5 de la 
demande EP 180 492) en tant que compose donneur a una 
10 concentration de 10"^ M/1 et I'allophycocyanine (Cyanotech, USA) 
en tant que compose accepteur a une concentration de 6,2.10"^ M, 
dans de I'eau ou du tampon phosphate 0,1 M pH 7.4. 

Dans un premier temps, on a determine le rendement de 
desactivation de la terre rare (^3 Eu) dans les 2 tampons 
15 utilises selon la formula 



20 



hi 

dans laquelle 

- 3 est la duree de vie du cryptate d' europium Eu trisbipyridine 
_. . . . ipssuree dans les conditions de -l 'assai, - - - - 

- est la duree de vie de ce cryptate dans I'eau lourde a 77° K 
(azote liquide). 

Par ailleurs, on determine le rendement quantique global 
25 (^ total) selon une methode classique comma decrit par example dans 
Lakowicz. Principles of fluorescent spectroscopy, Plenum Press. 
New- York, 1983. 

On a effectu6 ensuite la mesure de la fluorescence en 
temps resolu a I'aide du fluorimetre a laser-prototype decrit dans 
30 I'exemole 1 en mettant en presence le cryptate Eu trisbipyridine 
et I'allophycocyanine comme indique dans I'Exemple 1. L'efficacite 
de transfert a ete calculee selon la reference 0. Thomas et 
al., P.N^.S., 1978, 75. 5746-5750 par la formule 
^ ^ '7^ • laquelle Z est la duree de vie du donneur en 
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presence de . I'accepteur et %^ est la duree de vie du donneur 
seul. 

Lbs r.esiiitats sont rapportes dans le tableau I ci-apres: 
TABLEAU I 



Milieu. 


^ total 


4^3 


Efficacite de transfert 

a 6,2.10"^M 

d ' allophycocyanine 


tampon Tris 


2 % 


23 % 


70 % 


0,1 M pH 8 ' 








tampon phosphate . . 


A % 


33 % 


80 3i 


0.1 M pH 7,4 









Ces resuitats montrent qu'en utilisant . un compose 
15 donneur ayant un rendement quantique total faible, il est 
neanmoins possible d'obtenir une efficacite de transfert elevee, 
ce qui entraine une amplification du signal du compose donneur. 

EXEMPLE-3-: 

20 Un essai d' amplification dynamique a ete realise dans 

les conditions de, 1 ' exemple 1 en utilisant comme compose donneur 
le cryptate de terbium Tb trisbipyridine- prepare comme deer it dans 
la demande EP. 180 492 et comme composes accepteurs la B 
phycoerythrine ; (Sigma, USA ) ou la rhodamine B ( Fluka, Suisse ) 

25 afin de determiner la concentration en accepteur permettant 
d'obtenir une efficacite de transfert de 50 %. - 

Le chelate de terbium Tb (DPA)^ decrit dans D. Thomas et 
al., P.N.A.S. . ,1978, 75, 5746^5750, qui possede un rendement 
quantique de 100 %, a ete utilise comme reference. 

30 Les resuitats montrent que les concentrations en 

accepteurs (B phycoerythrine ou rhodamine 8) permettant d'obtenir 
une efficacite de transfert de 50 ?o, en utilisant comme donneur le 
cryptate de terbium Tb trisbipyridine dont le rendement quantique 
est voisin de. 2 % sont du meme ordre ( 6.10'^ M) que celles 

35 mesurees en utilisant le chelate de terbium Tb (DPA)^ dont le 
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rendement quant ique est voisin de 100 %. 

Ceci entraine une amplification du signal du donneur 
Tb trisbipyridine, 

EXEMPLE-4 - : -Dosage -de -la -prolactine : 

Un immuno essai homogene montrant 1 ' application du 
principe de 1 • amplification au dosage de la prolactine a ete 
realise en utilisant comme compose donneur le cryptate d' europium 
Eu trisbipyridine diamine prepare comme decrit dans la demande EP 
321 353 (exemples 3 et 4) et comme compose accepteur 
10 I'allophycocyanine (Cyanotech. USA) couples respectivement aux 
anticorps monoclonaux anti-prolactine E^ et 303 (CIS 
bio international, France) reconnaissant 2 epitopes distincts de la 
prolactine. 

Les abreviations utilisees ci-apres sont les suivantes : 
15 APC = allophycocyanine 
DTT = dithiothreitol 

EuTBP = cryptate d' europium Eu trisbipyridine diamine 
HSA = serum albumine humaine 
IgG = immunoglobuline G 
20 SPDP = N-succinimidyl 3 (2-pyridyldithio) propionate 

Sulfo-SMCC = sulfosuccinimidyl 4{N-maleimidomethyl)cyclohexane 

1-carboxylate. 
1) PREPARATION -PES 'IgG '3B3-APC 

a) Activation -de '1 * APC -par -le sulf o^SMCC 

L'APC (3 mg) commercialement fournie sous forme 
precipit6e dans une solution a 60 5S de sulfate d' ammonium, est 
centrifugee. Apres elimination du surnageant, le culot est repris 
par 250 ^ de tampon phosphate 100 mM, pH 7,0. puis filtre h 0,8 
yU^m afin d'eliminer les eventuelles particules en suspension. 

Le filtrat est purifie par chromatographie d* exclusion 
sur colonne G25 superfine (Pharmacia, Suede) dans le mime tampon. 
La concentration d'APC eluee dans le volume d' exclusion est 
determinee a 650 nm. en considerant: un ^^^q^^ de 731000M'^ Cm"^- 

L'activation de I'APC est realisee en ajoutant une 
35 solution de sulfo-3MCC preparee extemooranement a raison de 6,9 mM 
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dans un tampon phosphate 100 mM pH 7,0 et en laissant la reaction 
se produire pendant une heure, a temperature ambiante, sous 
agitation douce (rapport molaire de 15 a 75 sulfo-SMCC par APC) . 
L'APC-maleimide . est alors purifiee sur colonne G25 superfine en 
05 tampon phosphate 100 mM, EDTA 5 mM. pH 6,5 et conservee a 4°C avant 
couplage sur IgG 303. 

b) Activation-des-IgG-3D3-par -le-SPPP 

Simultanement , 5 mg d'IgG 3D3 a raison de 10 mg/ml dans 
un tampon phosphate 100 mM, pH 7,0 sont actives par I'ajout d*une 

10 solution de SPDP. (Pierce, USA) a raison de 6,4 mM dans du dioxane 
dans un ' rapport molaire de 7,5 SPDP par IgG 303. 

Apres 35 'nin d' activation a temperature ambiante, I'IgG 
pyridine-2 thione est purifiee sur colonne G25 superfine dans un 
tampon phosphate 100 mM, EDTA 5mM, pH 6,5. 

15 Lbs proteines sont concentrees et les groupes 2-pyridyl 

disulfides sont reduits pair une solution de DTT (Sigma, USA) ayant 
une concentration finale de 19 mM pendant 15 min a temperature 
ambiante. Le DTT et la pyridine-2-thione' sont elimines par 
purification . sur colonne G25 superfine en tampon phosphate 100 mM, 

20 EDTA 5mM. pH 6,5. La concentration en IgG-SH est determinee a 280 

c -1-1 
- nm avec un^QQ^j^ de 210000 M -cm . 

c) Conjugaison -des -IgG -SDS'-SH -avec •APC-'maleimide 

La fixation des groupements thiols sur les maleimides 
est realisee en ajoutant 2,51 mg d'APC activees par mg d'IgG 

25 3D3-SH. Apiris 18 heures d' incubation h 4**C et a 1' obscurity sous 
agitation douce, les fonctions thiols restees libres sont bloquees 
par 1' addition d'une solution a 100 mM de N-methyl maleimide 
(Sigma, USA) ayant une concentration finale de 20 mM pendant une 
heure a temperature ambiante . 

30 Le milieu reactionnel est purifiee par gel filtration sur 

colonne TSJC G3p00Sl>l semi -preparative (Beckmann, USA ) en tampon 
phosphate 100 mM pH 7,0. 

Les conceo'crations en APC et en IgG 303 du conjugue 
purifie, elue dans le premier pic. sont determinees par les 

35 absorptions a 280 nm.et a 650 nm, selon le calcul suivant : 
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L ^9G]Mole/l = (A280nm-A'280nm^/2i°000 
avec A'gQOp^ etant la contribution a cette longueur d'onde de 
1 •APC-maleiraide, determinee plus haut (paragraphs 1 - a)). 

De I'albumine serique humaine (HSA) est rajoutee a 
concurrence de 1 g/1 au conjugue qui est ensuite reparti en 
aliquotes puis congele a -20*'C. 
2) PREPARATION -PES - CONJUGUES - IgG ' El - - - Eu - TBP 

La preparation de IgG El-SH est realisee selon le 
protocols decrit plus haut pour les IgG 303 mais en faisant verier 
le rapport molaire de 4 a 16 SPDP par IgG El. 

A 5 mg (5 lO'^moles) de Eu TBP est ajoutee une solution a 
25 mM de sulfo-SMCC, en tampon phosphate 20 mM. dimethylformamide 
10 % (v/vJpH 7.0 dans une proportion de 2,5 moles d'activateur par 
mole de EuTBP. 

Apres 45 min deactivation a temperature ambiante, le 
milieu reactionnel est filtre a 0,8^m afin d'eliminer le precipite 
eventuellement forme. Les produits reactionnels ind^sirables 
(sulfo-SMCC. N-hydroxysuccinimide. acide (N-maleimidomethyl) 
carboxylique) sent elimines par chromatographie echangeuse d*ions 
sur colonne Mono 0 (Pharmacia. Suede) en tampon phosphate 20 mM 
dimethylformamide 10 % (v/v). pH 7,0 sous choc de NaCl. La 
concentration en Eu TBP maleiraide est determinee a 307 nm avec un 
^ 307nm ^® ^5000 M"^cm-^ ainsi que le rapport A 3Q7„^/A gggn^- 

De fagon similaire a celle decrite plus haut on fait 
reagir les fonctions maleimides avec les fonctions thiols fixes sur 
I'anticorps, dans des proportions molaires variant de 10 a 30 Eu 
TBP maleimide par IgG El-SH. 

Apres 18 heures d 'incubation a 4°C et blocage des 
groupements thiols (eventuellement restes libres) par 
N-methylmaleimide , le Eu TBP non couple est elimine par dialyse en 
tampon phosphate 100 mM pH 7,0 a 4°C jusqu^a epuisement (plus de 
fluorescence dans les bains de dialyse). 

Les caracteristiques du conjugue sont determinees par ses 
absorptions a 307 nm et a 280 nm en utilisant les valeurs 
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05 



10 



15 



20 



25 



30 



suivantes . en tenant compte de 1* absorption propre du cryptate 
determinee par le rapport A3Q7^^/A2go^^. 
Eo •TBP-' maleimide • : 

-1 



^307nm = ^5000 
^3G7nm/^280nm 



cm 



determinee experiment element. 



IgG'El-SH- 



^280nm = ^10000 M'^cm-^ 

.S07nm = 0 "^ 
3) APPLieATIQN-AHB6SAGE-DE"bA-PR0LACTINE 

On ajoute successivement dans des microplaques en 

polystyrene de 96 puits (Dynatech, USA) de 350 /mI : 

: - 100 yucl de solution standard de prolactine de 

concentration connue 

- 100/tl de conjugue IgG El-Eu TBP (donneur) a O.^g/ml 

- 100 ^1 de conjugue IgG 3D3-APC (accepteur) a 3 /*-g/ml 
Les deux con jugues sont dilues dans du tampon phosphate 50 mM, HSA 
1 g/1. pH 7,4. 

Apres incubation pendant une heure a temperature 
ambiante, . on effectue la lecture a I'aide du fluorimetre a laser 
(prototype) decrit dans I'exemple 1 equipe d*un filtre a 650 nm 
de 20 nm de largeur, avec un delai de 50 ^s et pendant 100 /cs. 

Les resultats obtenus, exprimes en coups par seconde 
(cps) , soht rapportes dans le tableau II ci-apres : 

TABLEAU II 





cps 


^ cps 


tampon 


HSA 




4890 




prolactine 


0 




9579 


0 




1200 


^U .„ 


13638 


4059 




3000 


^U 


17638 


8059 




6500 


>u 


23108 


13529 



35 



Ces resultats montrent que le signal mesure resultant dii 
transf ert donneur-accepteur varie proportionnellement a la ' 
concentration en prolactine dans le milieu. 

Les composes donneurs a faible rendement quantique selon 
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1 'invention sent done particulierement adaptes a ce type de -dosage 
immunologique. 

EXEMPLE'5 • : 'Dosage 'de 'la -prolactine r 

Un autre essai a ete realise de maniere analogue a celle 
05 decrite ci-dessus dans I'exemple 4, paragraphe 3), en utilisant un 
compose accepteur different : la C phycocyanine (Cyanotech.USA) . 

On ajoute successivement dans des microplaques en 
polystyrene de 96 puits (Dynatech, USA ) de 350 /*,1 : 

- 100 yUl de solution standard de prolactine de 
10 concentration connue 

- 100 de conjugue IgG El-Eu TBP (donneur) a 0,1 ou 
0,5 /^/ml 

- 100 ^cJ. de conjugue IgG 3D3-Phycocyanine a 3 ^g/ml. 
Les deux conjugues sont dilues dans du tampon phosphate 50 mM, HSA 

15 1 g/1, pH 7.4. 

La mesure est effectuee apres une heure d' incubation a 
temperature ambiante a l*aide du fluorimetre a laser decrit dans 
I'exemple 1 equipe d'un filtre a 647 nm de 20 nm de largeur. 

^ Les resultats sont donnas dans le tableau III ci-apres 
20 et exprimes en coups par seconde (cps) : 





-TABLEAU -III 






CPS 


A cps 


tampon HSA 


4890 




- IgG El-Eu TBP 






0.1 g/ml 






Prolactine 0 


5543 


0 


250 /^U 


6525 


982 


1000 yU.U 


7731 


2188 


10000 /*^U 


8595 


3052 


- IgG El-Eu TBP 






0,5 g/ml 






Prolactine 0 


9266 


0 


250 /4/U 


10359 j 


1086 


j 1000 


15010 I 


5744 


I 10000 /oU 


22805 • 


13539 ' 
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V 



10 



05 



Ces resultats montrent a nouveau la variation du- signal 
mesure resultant du transfert donneur-accepteur, 

proportionnellement a la quantite de prolactine presents dans le 
milieu. 

EXEMPbE'6- : 'Dosage -de 'I'antigene 'ISzB , 

L'antigene 19.9 est un carbohydrate representatif du 
carcinome du colon. 

Le site de I'anticorps anti-19.9 etant un epitope 
repetitif , on marque le mime anticorps soit avec le donneyr, soit 
avec I'accepteur. 

On utilise pour cet immuno-essai homogene des conjugues 
anticorps - Eu TBP et anticorps -ARC prepares de maniere analogue a 



celle decrite dans I'exemple 4. 

L'antigene 19.9 et I'anticorps anti-19.9 sont fournis par 
15 Centochor, USA. 

Les deux conjugues sont dilues dans un tampon phosphate 
100 mM, Na F 150 mM, HSA 1 g/1, pH 6. 

On realise une gamme standard d'antigene 19.9 par. 
dilution d'urie solution concentr§e d'antigene dans du serum de veau 
20 nouveau-ne. 

On ajoute successivement dans des miGPoplaques- en - 

polystyrene de 96 puits (Dynatech, USA) : 

- 50 ^1 de solution standard d'antigene 19.9 

- 50 jjLtl de tampan de dilution 

25 - lOOyiCul de conjugue anticorps-Eu TBP a 0,5^g/ml 

- lOOytul de conjugue anticorps-APC a 5^g/ml. 



Apres incubation pendant 3 h30 a temperature ambiante. 



30 




Les resultats sont rapportes dans le tableau IV ci-apres 
et exprinies en unites arbitraires (UA) . 



35 
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TABLEAU IV 



10 



Antigens 19.9 


Signal 




u/ml 


UA 




0 . 


312 




9 


419 




30 


572 




64 


890 




138 


1602 




278 


2491 



Ces resultats montrent que le signal mesure varie 
proportionnellenient a la quantite d'antigene 19.9 dans le milieu. 
EXEMPLE -7 - : -Dosage -de "1 "antigene -carcinoembryonnaire • (ACE) : 
15 Dans cet inununo-essai homogene, on utilise deux 

anticorps raonoclonaux 612 et G15 (CIS bio international. France) 
couples respectivement avec du cryptate d' europium Eu TBP et de 
1 • allophycocyanine . 

Les deux conjugues G12-Eu TBP et G15-APC sont dilues dans 
20 un tampon phosphate 100 mM, HSA 1 g/1, NaF 150 raM. 

On ajoute successivement dans des microplaques en 
polystyrene (Dynatech, USA) : 

- 100 ^jCL de solution standard 

- 100 juX de conjugue G12-cryptate a 0.5^x<^/ml 
25 - 100 ^ de conjugue G15-APC a 5/cg/ml. 

Apres incubation pendant 3 h a 37«*C on effectue la 
lecture a I'aide d'un fluorimetre a laser d^crit dans I'exemple 1 
equipe d'un filtre a 650 nm de 20 nm de largeur, avec un d^lai de 
50yus, pendant 400^. 
30 Les resultats obtenus sont rapportes dans le tableau V 

ci-apres et exprim§s en unites arbitraires (UA) : 



35 
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TABLEAU V 



ACE 


Signal 


ng/ml 


UA 


0 


345 


5.9 


420 


2i 


474 


72 


769 


2634 


1058 



IQ Les r§sultats montrent une variation du signal amis 

proportionnelle a la concentration en ACE. De plus, 1 ' amplification 

du signal pefmet de detecter I'ACE avec une sensibilite de I'ordre 

du ng/ml . 

EXEMPbE-8': 

15 Dosage -de -la -digoxine 

La digoxine est un glucoside cardiotonique utilise comme 

principe aptif de. medicaments traitant I'insuffisance cardiaque. 

A/ Preparation -d ^un -tracear -allophycocyanine-digoxine -par - -couplage 

au • -peribdate;. 

20 a) activation -de -la-digoxine-par -le -periodate 

■ ' "268 >^~d'une solutid^^ (Fluka, Suisse)" " preparee ~ 

extemporanement sont ajbutes a une suspension de digoxine (ref 

37100 Fluka, Suisse) de 5,35 mg dans 268 ^1 d Methanol absolu. 

Le melange est incube pendant 20 min a temperature 

25 ambiante sous agitation, puis la reaction est bloquee par ajout de 

100 ^1 de glycerol 0,1. M, 

La concentration finale en digoxine activee calculee sur 

-2 

la masse initiale et le volume final est de 1,2 x 10 M. 

b) coaolajje-de-la -digoxine -activee 'avec'l*allophycocyanine- (ARC) 
30 A 2 ml de solution ARC purifi^e (Cyanotech, USA) en 

tampon bdrate.pH.9,0 sont ajoutes 95yuJ. de la solution de digoxine 

activee au periodate . 

Le melange est incube pendant lh30 a temperature ambiante 

sous agitation douce. La reaction est bloquee par ajout de 100 
35 d' une solution de. borohydrure de sodium preparee extemporanement a 
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raison de 5 mg de NaBH^ dans 1,32 ml de tampon borate pH 9,0. 
c) purification -du-traceor -APC-digoxine 

2 ml du melange reactionnel sont injectes sur une colonne 
HR 10/10 G25 (Pharmacia, Suede) equilibree en tampan phosphate 100 
05 mM, pH 7. et elues dans le volume exclu. Les reactifs en exces sont 
glues par 8 ml de tampon. 

On recupere environ Ij ml de solution de produit couple 
APC-digoxine a 1,22 mg/ml .en APC (mesuree par I'absorbance a 650 
nm) . 

10 La concentration en digoxine est evaluee par un dosage 

RIA ou DELFIA (Pharmacia, Suede). 

Le rapport molaire final calcule 

digoxine/allophycocyanine est d 'environ 0,8. 
B/ Bosage -homogene-competitif -de * la -digoxine- en -serum-hqmain; 
15 On prepare un conjugue anticorps-cryptate d* europium Eu 

TOP diamine de maniere analogue a celle decrite dans I'exemple 1. 
en utilisant un anticorps monoclonal de souris anti-digoxine (ref . 
G 31604 M, Interchim, France). Ce conjugue anticorps-cryptate est 
utilise h la concentration de 0,5^/ml en tampon phosphate 100 mM, 
20 NaF 150 mM, HSA 1 g/1. pH 7. 

Le traceur APC-digoxine est utilise a une concentration 
de 0,2 ytug/ml dans le meme tampon . 

On prepare une gamme de standards digoxine par dilution 
en serum humain d'une solution de digoxine (Fluka, Suisse) a 1 
25 mg/ml dans un melange ethanol/eau 50/50. 

La courbe standard estrealisee a l*aide de prises de 250 
/a1 contenant 

- 50 yUrl de tampon phosphate 

- 50 ^1 de standard 

30 -100 /m1 de traceur APC-digoxine 

-100 ^1 de conjugue anticorps-cryptate. 
Les echantillons h doser sont composes de la meme fagon 
en remolagant les 50 ^uL de standard par 50 /^l de serum individuel 
a doser. 

35 Le dosage est realise dans des microolaques oe 96 puits 
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(Dynatech. USA). 

Apres 30 min d * incubation a temperature ambiante, on 
eff ectue la lecture sur un fluorimetre a laser tel que decrit dans 
I'exemple 1, 6quipe d'un filtre a 665 nm, de 20 nm de largeur a 
mi-hauteur, :dans une fenetre de temps de 100/ta. apres un delai de 
50 /C.S. 

Les. resultats sont exprimes en pourcentage du rapport 
B/B dans lequel B represente la valeur obtenue pour cheque 

0 

standard et B^ celle du standard 0. 

Les resultats obtenus sont rapportes dans le tableau VI 

ci-aprSs : 



TABLEAU VI 





Standard digoxine 


B/B^ % 


15 


rig/ml 






0 


100 




1/6 


96,21 




3,2 


87,15 


20 


.6,4 


73,57 




12,8 


56.24 




26 


48,86 



Ces resultats montrent que les valeurs obtenues varient 
25 proportionnellement a la concentration en digoxine. 
EXEMPLE 3.: 

Dosage 'de 'la -thyroxine. 
A/ Preparation • d ' un -tracear • alloohy cocyanine-^thyroxine • ( APC^T^ > 
a) Activation 'de -la -thyroxine -par -le-S^AMSA 

30 A 500^^1 d'une solution a 20 mg/ml de (Calbiochem, 

France) dans du methanol sont ajoutes 500 ju^ d'une solution de 
S-AMSA (Sigma, USA) a 8,7 mg/ml (50mM) dans du methanol et le 
melange est incube 15 mn a temperature ambiante, avant ajout de 
500 y^l d^une solution d "hydroxylamine a 6,95 mg/ml (100 mM) dans 

35 du methanol. Apres 15 min d' incubation a temperature ambiante. 
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975 M du melange reactionnel sont preleves et additionnes de 525 
/J. d*eau bidistillee filtree sur filtre MILLIPORE HA 0,45 ju.m, 
Cette solution est passee par fractions de 250^ sur une colonne 
HPLC Pep.RPC HR 5/5 (Pharmacia, Suede) et eluee par un melange 
methanol/eau 65/35. Les trois* premiers pics elues sont recuperes, 
et les fractions successives sont joint es et evaporees sous vide 
dans un evaporateur rotatif . On recupere environ 3 mg de T 
activee (T^-SH) . 

b) Activation 'de^l *allophycocyanine -par-le-SHCe 

10 mg d'APC sont purifies, puis concentres sur cone 
AMICON CENTRICON 30 jusqu'a une concentration de 10,6 mg/ml sous 
700 

A cette solution sont ajoutes 160 ^ul d'une solution de 
sulfo-SMCC (Pierce. USA) h 10 mg/ml dans un tampon phosphate 100 
15 mM, pH 7. Le melange reactionnel est incube 1 h a temperature 
ambiante sous agitation, puis I'APC activee est purifiee par 
chromatographic d' exclusion sur colonne G 25 HR 10/10 (Pharmacia. 
Suede) en tampon phosphate pH 7. 

Couolage -de-la -thyroxine -activee -avec -1 ^allophycocyanine -activee 
Le contenu du ballon de T^-SH est repris par 200 /l1 de 
methanol 50 ^ de cette solution sont ajoutes a 2 ml de solution 
d'APC activee en tampon phosphate 100 mM, pH 7. Le melange 
reactionnel est incube 18 h a 4*'C sous agitation, puis les sites 
maleimides en exces sont bloques par 5 /ul d'une solution de 
25 mercaptoethanol (Sigma, USA) au 1/10 dans le tampon phosphate, 
d) Porification -dg-traceur-APC-T^ 

Le melange reactionnel^est concentre jusqu'a un volume de 
1 ml sur dispositif d' ultrafiltration AMICON CENTRICON 30, puis 50 
d'une solution de N-AANS a 1 mg/ml dans le tampon phosphate 
sont: ajoutes (concenrration finale en N-AANS environ 50^g/ml) . Le 
traceur est finalement purifie sur colonne de chromatographie 
exclusion PHARMACIA G 25 HR 10/10 (tampon d'elution phosphate 100 
mM pH 7) . On obtient 2,5 ml environ de traceur a la concentration 
(calcul6e par DO a 650 nm. £ = 731 000) de 0,8 mg/ml. 
35 L' evaluation du nombre de molecules de couplees par 



20 



30 




wo 92/01225 PCr/FR91/00567 

■ * 34 ■ * 



molecule d'APC est realisee par dosage RIA du traceur eZ^ 
comparaisoh a une courbe standard en (trousse T^-KPR, ORIS 
Industrie., France). Le calcul donne un rapport sur . le traceur 
purifie de 1,4 T^/APC. 
05 La purification du traceur APC-T^ s'effectue en presence 

de N-AANS synthetise a partir de N-ANS (KODAK, USA), par une 
modification du protocole decrit par HINDS et al. (CLIN. CHEM. 32; 
16-21, 1986). 

10 B/ Bosage^homogene-competitif 'de-la -thyroxine ^en-serom^humain 

On prepare un conjugue anticorps-cryptate d* europium Eu 
TBP diamine de maniere analogue a celle decrite dans I'exemple 1, 
en utilisant un anticorps monoclonal de souris anti-T^ R^^ (CIS 
bio international, France). Ce conjugue est utilise a la 

15 concentration de 2 ^g/ml en tampon phosphate 100 mM, NaF 120 mM, 
HSA 0,2 pH 7. 

On prepare une garame de standards par dilution dans ,un 
serum humain normal trait e par echange d'ions et depourvu de T^. La 
courbe standard est realisee a I'aide de prises de 250ya«L contenant 

20 - 50 /^l de solution de N-AANS 

- 50 yi^l de serum humain depourvu de ou 50 ^1 de I'un 
des standards 

- 100 . de traceur APC-T^ 

- 100 ^1 de conjugue anticorps-cryptate. 

25 Les echantillons a doser sont composes de la meme 

, maniere, en remplagant les 50 ^1 de standard par 50 de 
serum individuel a doser. 

Le dosage est realise dans des microplaques de 96 puits 
(Dynatech , USA) . 

30 .. Apres incubation pendant 30 mn a temperature ambiante, 

on effectue la lecture sur un fluorimetre a laser tel que decrit 
dans I'exemple 1 dquipe d'un filtre a 655 nm, de 20 nm de 
largeur a mi-hauteur, en utilisant une lampe Flash 1000 Hz comme 
source d' excitation pendant 1 s, dans une fenetre de temps de 100 

35 /cs, apres urt delai de SOyCus, 
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Les valeurs obtenues pour chaque standard (B) sont 
divisees par la valeur du standard 0 (B^) et exprimees en 
pourcentage (B/B^ %) . La concentration des §chantillons h doser 
estcalculee par comparaison avec la courbe standard. 

Les resultats sont rapportes dans le tableau yn ci-apres : 



TABLEAU VII 





thyroxine 


B/B^ % 


10 


ng/ml 






0 


100 




10 


91 




20 


82,6 


15 


50 


61.7 




100 


43.3 




250 


23 



20 



Les resultats montrent que les valeurs obtenues varient 
propcrtiGnnellement a la concentration en T^. 
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REVENDICATIONS 

1^ Procede d- amplification du signal d'eraission d'un 

compose luminescent utilise comme compose donneur dans un 
dosage par luminescence , dans lequel on met en oeuvre egalement un 
05 compose luminescent accepteur, caracterise en ce que le compose 
luminescent donneur possede un rendement quantique global faible 
et en ce que le rendement- quantique de desactivation radiative du 
niveau emissif du donneur est inf^rieur au rendement quantique de 
-1' accepteur. 

10-2. Procede d 'amplification du signal d' emission d'un 

cryptate ou d'un chelate.de terre rare utilise comme compose 
luminescent donneur dans un dosage par luminescence, dans lequel 
on met eh oeuvre egalement un compose luminescent accepteur, 
caracterise eh ce que le cryptate ou le chelate de . terre rare 

15 possede un rendement quantique global faible et en ce que le 
rendement quantique de desactivation radiative du niveau emissif 
de la terre rare est inferieur au rendement quantique de 
1 ' acceipteuBT . 

3. Proc6d§ homogene de detection et/ ou de determination par 

20 luminescence d'un analyte dans un milieu susceptible de le 
contenir , . par mise.en evidence du produit de la reaction entre 
1 ' analyte et au moins un recepteur correspondent, consistent : 
1) ai a j outer audit milieu un premier reactif constitue d'au moins 
un recepteur dudit analyte, 
25 2) a ajouter un second reactif choisi parmi 1* analyte ou au moins 
l*un de sies recepteurs, I'un des deux reactifs etant couple 
avec ufi. compose luminescent donneur constitue par un cryptate 
ou un chelate de terre rare et 1' autre reactif etant couple 
avec un compose luminescent accepteur, I'ordre d'ajout des 
30 reactifs pouvant etre inverse et, apres excitation du melange 

par une source de lumiere a la longueur d'onde d'excitation du 
compose luminescent donneur , . 
3) a mesurer le signal d' emission du compose luminescent 
accepteur,. 

35 caracterise en ce que le cryptate ou le chelate de terre rare 
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utilise comme compose donneur possede un rendement quantique 
global faible et en ce que le rendemisnt de desactivation radiative 
du niveau §missif de la terre rare est inferieur au rendement 
quantique de 1* accept eur. 
05 4, Precede selon la revendication 3 consistant en une 

mithode par exces. caracterise en ce qu'il consiste : 

1) a ajouter, audit milieu contenant I'analyte recherche, un 
premier reactif constitu6 par au moins un . recepteur dudit 
analyte, couple avec un compose luminescent donneur constitue 

10 par un cryptate ou un chelate de terre rare, 

2) a ajouter un second reactif constitue par un ou plusieurs autres 
recepteurs dudit analyte, ledit second reactif etant couple avec 
un compose luminescent accepteur, 

3) a faire incuber ledit milieu apres chaque addition de reactifs 
15 ou apres 1* addition des deux reactifs, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d* excitation 
du compose luminescent donneur, 

5) h mesurer le signal 6mis par le compost luminescent accepteur. 
5- Proced§ selon la revendication 3 consistant en une 

20 methode par competition, caracterise en ce qu*il consiste : 

1) a ajouter, audit milieu contenant I'analyte recherche, un 

premier reactif constitue par un recepteur dudit analyte. couple 

avec un compose luminescent donneur constitue par un cryptate ou * 

un chelate de terre rare, 
25 2) a ajouter un second reactif constitue de I'analyte couple avec 

un compose luminescent accepteur, 

3) a faire incuber ledit milieu apres chaque addition de reactifs 
ou apres 1' addition des deux reactifs, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d* excitation 
30 du compose luminescent donneur , 

5) h mesurer le signal emis par le compose luminescent acceoteur 

2- Precede selon la revendication 3 consistant en une 

methode par competition, caracterise en ce qu'il consiste ; 
1) a ajouter. audit milieu contenant I'analyte recherche, un 
35 premier reactif constitue par un recepteur dudit analyte, ledit 
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2) 



recepteur etani: couple avec un compose luminescent accepteur, 
a a j outer, un second reactif constitue de I'analyte couple 
avec un compose luminescent donheur constitue par un cryptate 
ou un chelate de terre rare. 



05 3) a faire incuber ledit milieu soit apres 1' addition de cheque 
reactif, soit apres 1' addition des deux reactif s, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d' excitation 
du compose luminescent donneur, 

5) a mesurer le signal 6mis par le composd luminescent accepteur . 
10 7. Proced6 selon I'une quelconque des revendications 3a 6, 

caracterise eh ce que le premier reactif et le second reactif sont 
ajoutes simultanement au milieu contehant I'analyte recherche. 

8. Prpcede selon I'une quelconque des revendications 3 du 4, 
caracteris6 en ce qu'on utilise un seul recepteur de I'analyte, qui 

15 est coupl^ soit avec le compose luminescent donneur, soit avec le 
compose luminescent accepteur. 

9. Precede selon l*une quelconque des revendications la 8, 
caracterise en ce que le compose luminescent donneur est un 
chelate ou uh cryptate de terbium ou d 'europium. 

20 10, Precede selon la revendication 9 . caracterise en ce 

que le compose donneur est un cryptate de terre rare constitue 
d'au moins un sel de terre rare complexe par un compose 
ma cropolycy clique de formula, g^nerale : 



dans laquelie Z est un atome ayant trois ou quatre valences , tel 
que 1' azote, le carbone ou le phosphore, R est rien ou represente 



25 




- R 
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05 



10 



contiennent eventuellement un ou plusieurs heteroatomes et sont 
eventuellement interrompues par un heteromacrocycle , au moins I'un 
des radicaux ® , (b) ou (c) comportan't de plus au moins un 
motif moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif 
moleculaire, ledit motif moleculaire possedant une energie de 
triplet superieure a celle du niveau emissif de I'ion de terre rare 
complexe . 

11- Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que 

le compose cryptate de terre rare est complex^ par un compose 
macropolycyclique de formule generale : 



15 



R - Li 




X - fi. 
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dans laquelle (S) , et ©ont les significations suivantes : 



C2H4 - - CgH^ 



C2H4 



C2H4 
- CHo 



^2 ~ ^2^4 " 



et Xg pouvant etre identiques ou differents designent I'oxygene, 
1 ' azote ou le souf re : 
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X etant I'oxygene ou 1 •Hydrogene. 

12. Procede selon les revendications 9 ou 10, caracterise 

en ce que le, compose donneur est le cryptate de terbium Tb 
trisbipyridine ou le cryptate d* europium Eu trisbipyridine . 
05 Precede selon la revendication 8, caracterise en ce 

que le compose luminescent donneur est un cryptate de terre rare 
constitu§ d*au moins un sel de terre rare complexe par un compose 
macropolycyclique de formule I ou II : 




35 
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20 

Y' est un groupe ou un brais d'espacement qui est constitueVar un 
radical organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene 
lineaires ou ramifies en a C2Q, contenant eventuellement une ou 

25 plusieurs doubles liaisons et/ou etant eventuellement interromous 
par un ou plusieurs h^teroatomes , tels que I'oxygene. 1' azote, le 
soufre ou le phosphore, parmi les grouoes cycloalkylene en C^-Cg ou 
parmi les groupes arylene en Cg a C^^, lesdits groupes alkylene, 
cycloalkylene ou arylene etant even-cuellement substitues , par des 

30 groupes alkyle, aryle ou sulfonate; 

- Z est un grouoe fonctionnel susceptible de se lier de fa9on 
covalente avec une substance biologique ; 

- R est un groupe methyle ou represente le groupe -Y-Z ; 

■ - R' est l^hydrogene ou un groupe -CQOR" dans lequel R" est un 
35 groupe alkyle en a C^q et represente de preference le. grouoe 
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methyle, ethyle;. ou tertiobutyle ou bien R* est un groupe 
-CO-NH-Y-2. 

14. Procede selon l*une quelconque des revendications 1 a 
8, caracterise eri cegue le compose fluorescent donneur est un 

05 cryptate d ' europium et en ce que le compose fluorescent accepteur 
est choisi parnii.l'allophycocyanine, I'allophycocyanine B, la C 
phycocyanine ou la R phycocyanine. 

15. Prpcede selon l*une quelconque des revendications 1 a 
8, caracterise en ce que le compose fluorescent donneur est un 

10 cryptate de terbium et en ce que le compose fluorescent accepteur 
est choisi, parmi les rhodamines , la thionine, la R phycocyanine, 
la phycoerythrocyanine, la C phycoerythrine , la B phycoerythrine 
ou la R phycoerythrine. 
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